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© Markermolekule fur Fluoreszenz-lmmuno-Assavs sowie Verfahren und Zwischenprodukte zu deren Herstellung. 

© Es werden oeue Porphyrinderivate der allgemeinen For- R* die Gruppe 
mel 
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\- M HN../ 
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worin entweder R 1 die Gruppe 
und R* die 



^N-A-COOHX - " bedeuten,wobeiX~ein Halogen- 
ion, ein Arylsulfonion, ein Alkysulfonation oder ein Alkylsulfa- 
tion, A (Ci-a)-Alkylen und R 1 (Ci^)-AIJcy! bedeuten f 
und Sulfonsauresalze von Verbindungen der Forme! I, worin 



R' die Gruppe - * 



\ 



>' S °3 H 



bedeutet. 



\ 



).-S0 3 H 



Gruppe — «^ 



•C00H; - N — A 



C00H Oder 



- O-A-C00H, oderR 1 die Gruppe 



sowie Verfahren und Zwischenprodukte zu deren Herstellung 
beschrieben. 

Die neuen Porphyrinderivate eignen sich wegen ihrer 
Wasserloslichkeit als Markermolekule fur hochempfindliche 
Fluoreszenz-lmmuno-Assays, insbesondere fur den 
zeitaufgelosten Fluoreszenz-Immuno-Assay. Die Kopplung 
der neuen Porphyrinderivate an immunologisch aktive 
Materialien erfolgt in herkommlicher Weise, z.B. mit einem 
wasserldslichen Carbodiimid-Derivat. 
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Markermo lekule fur Fluoreszenz-Immuno-Assays 
sowie Ve rfahren und Zwischenprodukte zu deren 
Herstellung; 
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15 Die vorliegende Erfindung betrifft Porphyrinderivate 

der allgemeinen Formel 

R 1 

I 

\ )-R 2 i 

25 worin entweder R 1 die Gruppe "X-Wh und R 2 

\ / 3 

• s • 

die Gruppe )-C00H, -("""> -A-COOH oder 



30 



~'\ ")*-°- A - C00H ' oder R 1 die Gruppe "'^J-R 3 
und R die Gruppe Va-COOHX" bedeuten , wobe 



X ein Halogenion, ein Arylsulfonation , ein Alkyl- 
sulfonation oder ein Alkylsulf ation , A (C^g )-Alkylen 
35 und R (C 1 _ 4 )-Alkyl bedeuten, 
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und Sulf onsauresalze von Verbindungen der Formel I, worin 

R die Gruppe ^.-SO,H bedeutet. 

N / 3 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft ferner ein Ver- 

fahren und Zwischenprodukte fiir die Herstellung dieser 
Verbindungen. 

Die Ausdrucke "Alky!" und "Alkylen" bezeichnen gerad- 
10 kettige oder verzweigte, gesattigte Kohlenwasserstof freste. 
Der Ausdruck 11 (C^^-Alkyl" bezeichnet Reste rait 1 bis 4 
Kohlenstof f atomen, wie Methyl und dergleichen-. Der Ausdruck 
H(C ) -Alkylen" bezeichnet Reste mit 1 bis 8 Kohlenstof f- 

1 — o 

atomen, wie Methyl en, Pentamethylen und dergleichen. Der 
15 Ausdruck "Halogen" fiir sich allein genommen oder in Kombi- 
nationen, wie "Halogenion" , bezeichnet die Halogene Chlor, 
Brom und Jod. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugte Ver- 
20 bindungen der Formel I sind: 

4-C 1 0 , 1 5 , 2 0-Tr is ( 4-sul f ophenyl ) -2 1H , 2 3H-porphin-5- 
yl Jbenzoesaure , 

[ 4-[ 1 0 , 15 , 20-Tr is ( 4-sul f ophenyl ) -2 1H , 2 3H-porphin-5- 
25 yl Iphenoxy 3 ess igsaure , 

6-[ 4-[ 1 0 , 15 , 20-Tr is ( 4-sul f ophenyl } -2 1H, 2 3H-porphin-5- 
yl ] phenyl ] hexancarbonsaur e , 

l-(Carboxymethyl ,1" , 1" ■ -trimethyl-4, 4 1 ,4" ,4" 
( 21H, 2 3H-porphin-5 ,10,15 , 20-tetrayl ) tetrakispyridinium 
30 tetrajodid, 

l-(2-Carboxyathyl)-l' ,1" ,1" 1 -trimethyl-4 , 4 1 ,4" ,4" 
( 21H,23H-porphin-5 , 10 , 15 , 20-tetrayl ) tetrakispyridinium bromid 
trijodid und 

l-( 5-Carboxypentyl ) -1 1 , 1" , 1" 1 -trimethyl-4, 4 ' , 4" , 4" 
35 ( 21H, 23H-porphin-5 , 10 , 15 , 20-tetrayl ) tetrakispyridinium 
bromid trijodid. 

Die Verbindungen der Formel I. und, wenn R 1 die Gruppe 
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- # x / «-S0 3 H bedeutet, die entspr echenden Sulfonsaure- 

• s • 

I 

salze konnen er f indungsgemass hergestellt werden , indem man 
a) eine Verbindung der allgemeinen Formel 

I II 

y .- v j.-fe 4 II 



\ / \. =N «,_./ v_y 

/ T 

'^y'^y'^y 
i 

I n 

4 

worm R die Gruppe -COOH, -A-COOH Oder -0-A-COOH 
15 und A (C^g ) -Alkylen bedeuten, 

mit einem die Gruppe -SO^tt liefernden Mittel umsetzt, Oder 

b) eine Verbindung der allgemeinen Formel 
20 ' 'J 

\/ 
i 

J K-S >-A-COOH III 

-If Wf- S 

^y ^y \s 



10 



25 



30 



I II 

v 

worin A (C- 1 _ 8 ) -Alkylen und X ein Halogenion, ein 
Arylsulf onation, ein Alkylsulf onation Oder ein Alkyl- 
sulfation bedeuten, 
mit einem einen )-Alkylrest liefernden Mittel be- 

handelt und erwiinschtenf alls 

35 c ) eine nach Verfahren a) erhaltene Verbindung in ein 
Sulfonsauresalz uberfiihrt. 



Gemass Verf ahrensvar iante a) konnen Verbindungen der 
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1 / \ 2 

Formel 1/ worin R die Gruppe --^ ^•-SO^H und R die Gruppe 



-.^ ^--COOH, -.^ ^.-A-COOH Oder --^ ^•-0-A-COOH bedeuten, 

5 durch Sulfonierung der Phenylgruppen in einer Verbindung 
der Formel II hergestellt werden. Als Sulfonierungsmittel 
verwendet man vorzugsweise konzentr ierte Schwef elsaure , wo- 
bei man bei erhohter Temperatur, z.B. bei etwa 100°C, ar- 
beitet. Die gewunschte Sulfonierung kann jedoch auch nach 

10 anderen an sich bekannten Methoden durchgefuhrt werden. 

Gemass Ver f ahrensvariante b) konnen Verbindungen der •■ 

Formel I, worin R 1 die Gruppe ^N-R X~ und R die Gruppe 

15 • = • 

^N-A-COOHX~ bedeuten, durch Alkylierung der Pyridin- 

sticks to f f atome in einer Verbindung der Formel III hergestellt 
werden. Als Alkylierung smittel konnen entsprechende Alkyl- 
halogenide # wie Methyljodid , Arylsulf onsaure-Alkylester , 

20 wie Aethyl p-Toluolsulf onat , Alkylsulf onsaure-Alkylester , 
Dialkylsulf ate, wie Diathylsulf at , und dergleichen ver- 
wendet werden. Geeignete Losungsmittel sind in erster Linie 
polare Losungsmittel, beispielsweise Alkohole, wie Methanol, 
und Mischungen davon mit Wasser. Die Reaktion wird vor- 

25 zugsweise bei Raura temperatur durchgefuhrt. 

Die Herstellung der Sulf onsauresalze gemass Verfahrens- 
variante c) erfolgt nach an sich bekannten und jedem Fach- 
mann gelaufigen Methoden. Es konuuen dabei sowohl Salze mit 
30 anorganischen Basen, z.B. Alkalimetallsalze, als auch Salze 
mit organischen Basen, z.B. Ammoniumsal ze, in Frage. Bevor- 
zugt werden die entsprechenden Natriumsalze. 

Die als Ausgangsstof f e verwendeten Verbindungen der 
35 Formel II sind neu und ebenfalls Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung- Sie konnen hergestellt werden, indem man Pyrrol, 
Benzaldehyd und einen Aldehyd der allgemeinen Formel 
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OHC-- 



\ 



IV 



c 4 

a worm R die obige Bedeutung besitzt, 

in Molverhaltnis 4:3:1 miteinander kondensiert. Diese 
Kondensation erfolgt nach an sich bekannten und jedem Fach- 
mann gelaufigen Methoden. In einer bevorzugten Ausfiihrungs- 
form wird das Pyrrol in einem sauren organischen Losungs- 

10 mittel, wie Essigsaure und Propionsaure . vorgelegt, und ein 
Gemisch der beiden Aldehyde (vorzugsweise im Molverhaltnis 
3:1) langsara zugegeben. Die Reaktions temper atur ist zwar 
nicht kritisch, man arbeitet jedoch vorzugsweise bei er- 
hohter Temperatur, beispielsweise bei der Siedetemperatur 

15 der Reaktionsmischung. Die Auftrennung des Produktgemisches 
erfolgt zweckmassigerweise in an sich bekannter Weise 
mittels chromatographischer Methoden. 

Die Verbindungen der Formel IV sind bekannt Oder konnen 
20 nach an sich bekannten Methoden und in Analogie zur Her- 
stellung bekannter Vertreter dieser Stoffklasse hergestellt 
werden. 

Die als Ausgangsstoffe verwendeten Verbindungen der 
25 Formel III sind neu und ebenfalls Gegenstand der vorliegenden 
Erfmdung. sie konnen hergestellt werden, indem man die Ver- 
bindung der Formel 

I II 

V 

N \ / \ )•-< > v 

•=N HN-v 



• = • 



35 y\ 

V 

mit einer Verbindung der allgemeinen Formel 
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X-A-COOH VI 

worin X und A obige Bedeutung besitzen, 
umsetzt. Als Losungsmi ttel eignen sich beispielsweise 

5 halogenierte Kohlenwassers tof f e , wie Methylenchlorid und 
Chloroform, Alkohole, wie Methanol und Aethanol , Mischungen 
der erwahnten Losungsmittel und dergleichen. Je nach Reak- 
tivitat der eingesetzten Verbindung der Formel VI kann 
die Reaktion in einem Temperaturbereich von etwa Raum- 

10 temperatur bis zur Siedetemperatur der Reaktionsmischung 
durchgefiihrt werden. 

Die Verbindung der Formel V kann durch Kondensation von 
Pyrrol und Pyr idin-4-carbaldehyd ( Mol verhaltnis 1:1) nach 
15 hinlanglich bekannten Methoden hergestellt werden. Es 
konnen beispielsweise die gleichen Reaktionsbedingungen 
wie bei der friiher beschr iebenen Herstellung von Verbin- 
dungen der Formel II angewendet werden, 

20 Die Porphyrine gemass allgemeiner Formel I bzw. deren 

Sulfonsauresalze lassen sich f luoreszenzspetroskopisch 
sehr empfindlich nachweisen. Da sie wasserloslich sind, sind 
sie bestens geeignet als Markermolekii le fur hochempf indliche 
Fluoreszenz-Immuno-Assays. Sie sind insbesondere geeignet 
25 fiir einen zeitauf gelosten Fluoreszenz-Immuno-Assay , wie er 
beispielsweise in der DT-OS 26 28 158 beschrieben wird. 
Durch die Verwendung der Porphyrine gemass allgemeiner 
Formel I anstelle des haufig verwendeten FITC (Fluorescein- 
isocyanat) kann die Nachweisempf indlichkeit bei Fluoreszenz- 
30 inimuno-Assays verbessert werden. Dies ist insbesondere bei 
der Bestimmung geringer Mengen von Antigenen in Korper- 
fliissigkeiten, wie z.B. Plasma und Serum, von Vorteil. Ein 
Beispiel eines solchen Antigens ist das carcinoembryonale 
Antigen (CEA) . Die Kopplung einer Verbindung der allge- 
35 meinen Formel I an ein immunologisches Material erfolgt in 
herkommlicher Weise, z.B. mit einem wasserloslichen Carbo- 
diimid-Derivat, z.B. mit l-Cyclohexyl-3-( 2-morpholino- 
athyl )-carbodiimid-p-toluolsulfonat. 



- 7 - 



0127797 



Beispiel 1 



a) Man erhitzt eine Mischung aus 2,5 ml Pyrrol und 134 ml 
Propionsaure zum Sieden und versetzt dann tropfenweise mit 

5 einer Losung von 2 g p-Formylphenylcapronsaure und 3 ml 
Benzaldehyd in 5 ml Propionsaure. Man erhitzt noch wahrend 
30 Minuten unter Ruckfluss zum sieden, lasst die Reaktions- 
losung auf Z immer temper a tur abkiihlen und neutralisiert 
die Propionsaure mit insgesamt 9,5 g Natriumhydroxid (pH 4). 

10 Man lasst iiber Nacht stehen und filtriert dann den schwarzen 
Niederschlag ab. Die Reinigung erfolgt durch Saulenchromato- 
graphie an 1,2 kg Kieselgel , wobei man nacheinander mit den 
folgenden Ldsungsmitteln eluiert: Chloroform/ Cyclohexan 
(1:1), Chloroform/Ess ig ester (3:2) und (2:3), Essigester und 

15 Essigester mit 2% Methanol. Das so erhaltene Produkt wird 

noch zweimal wie oben beschrieben chromatographiert und dann ' 
umkristallisiert. Hierzu wird das Produkt im mdglichst wenig 
Chloroform gelost, worauf man die doppelte Menge an Methanol 
zugibt und iiber Nacht bei 4°C stehen lasst. Nach dem Ab- 

20 filtrieren werden die Kristalle mit Methanol gewaschen und 
dann im Vakuum bei 20°C getrocknet. Man erhalt 810 mg (12%) 
6-C 4-( 10 , 15 , 20-Triphenyl-2 1H, 2 3H-porphin-5-yl Jphenyl ]hexan- 
carbonsaure. 

25 b) Man suspendiert 400 mg fein pulverisierte 6-C 4-( 10 , 15 , 20- 

Triphenyl-2lH,23H-porphin-5-yl) p henyl]hexancarbonsaure 
in 10 ml konzentrierter Schwef elsaure , erhitzt dieses 
Gemisch unter Feuchtigkeits- und Lichtausschluss wahrend 
6 Stunden auf 100 8 C und lasst dann iiber Nacht bei 20°C 

30 stehen. Anschliessend gibt man vorsichtig 15 ml Wasser hin- 
zu, wobei sich das Gemisch erwarmt, und lasst wieder auf 
Zimmertemperatur abkiihlen. Das ausgefallene griine protonierte 
Produkt wird abfiltriert, mit wenig Aceton gewaschen, 
zusammen mit etwas Celite in 15 ml Wasser suspendiert und 

35 mit gesattigter Natriumbicarbonatlosung neutralisiert, bis 
sich die Losung von griin nach rot-violett verfarbt. Reste 
von nicht umgesetztem Ausgangsprodukt werden zusammen mit 
dem Celite abfiltriert. Das Filtrat (etwa 100 ml) wird 
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4mal je 3 Stunden lang gegen 4 Liter Wasser dialysiert 
(uni anorganische Salze zu entfernen) und dann lyophili- 
siert. Die Reinigung erfolgt durch Chromatographic an 
Acrylamid-Gel AcA54 (LKB) ; Elu tionsmi ttel : 150 mM Koch- 

5 salzlosung, das 10 mMol/1 Natr iumphosphat enthalt (pH 7). 
Die Fraktionen rait reinem Produkt werden gepoolt und zur 
Entfernung des Kochsalzes gegen Wasser dialysiert und dann 
lyophilisiert. Man erhalt 189 mg (35%) 6-[ 4-[ 1 0 , 15 , 20- 
Tr is ( 4-sul f ophenyl ) -2 1H , 2 3H-porphin-5-yl ]phenyl ]hexan- 

1 0 carbonsaure-tetranatriumsalz. 

UV: X (€), 414 (364 000), 516 (12700), 553 (6100), 578 
(5600), 634 (3400) nm. 

15 Beispiel 2 

a) In Analogie zu den Angaben in Beispiel 1 a) erhalt 
man aus Pyrrol, Benzaldehyd und p-Formyl-phenoxyessigsaure 
in einer Ausbeute von 1% [ 4-( 1 0 , 15 , 20-Tr iphenyl-21H f 23H- 

20 porphin-5-yl ) phenoxy] essigsaure . 

Die als Ausgangsstof f verwendete p-Formyl-phenoxy- 
essigsaure wird aus p-Hydroxybenzaldehyd und Jodessigsaure 
in an sich bekannter Weise hergestellt. 

25 

b) In Analogie zu den Angaben in Beispiel 1 b) erhalt 
man aus [ 4-( 10 , 15 , 20-Tr iphenyl-21H, 2 3H-porphin-5-yl )- 
phenoxy] essigsaure in einer Ausbeute von 15% [ 4-C 10 , 15 , 20- 
Tris( 4-sulf ophenyl ) -21H, 23H-porphin-5-yl]phenoxy] essigsaure. 

30 

UV: X U), 414 (397000), 517 (13000), 554 (6400), 579 
(5600), 635 (3100) nm. 



35 
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Beispiel 3 



a) Man erhitzt 187 ml Propionsaure unter Riihren am Ruck- 
fluss und versetzt dann zuerst mit 3,47 ml Pyrrol und dann 
tropfenweise (innert 15 Minuten) mit 4,81 ml Pyridin-4- 
carbaldehyd. Man erhitzt wahrend 30 Minuten am Riickfluss, 
lasst die Reaktionslosung auf Zimmer temper atur abkiihlen ' 
versetzt mit 105 g Natriumhydroxid in 400 ml Wasser wobei 
mit Eis gekiihlt wird, und nutscht den erhaltenen schwarzen 
Niederschlag ab. Zur Reinigung lost man diesen in 400 ml 
Chloroform und fallt das Produkt dann durch langsame Zugabe 
von 700 ml Cyclohexan aus . Durch dreimaliges Aufschlammen 
xn wenig Chloroform und anschliessendem Abnutschen werden 
noch weitere Verunreinigungen entfernt. Die weitere Rein.gung 
15 erfolgt durch zweimalige Saulenchromatographie an Kieselgel- 
Elutionsmittel: Chloroform, Chlorof orm/Methanol (9-1) 
Chloroform/Methanol (8:2) und Chlorof orm/Methanol (7-3) 
Das erhaltene Material wird in Aceton aufgeschlammt, abge- 
nutscht und an Kieselgel unter Eluieren mit Chloroform 
das 3% Methanol enthalt, chromatographiert . Man erhalt' 
600 mg (8%) 5. 10, 15, 20-Tetra( 4-pyridyl )-2lH, 23H- P or P hin. 

b) Man lost 180 mg 5 , 10 , 15 , 2 0-Tetra( 4-pyridyl ) -21H, 2 3H- 

25 nr V a 70 ^ Chl ° r0f0 ™ /Met ^ (9:D, versetzt mit 
585 mg 6-Brom-Capronsaure und prhif,^ „ 

, n c ^ J d erhlt2 t anschlzessend wahrend 

20 Stunden am Ruckflu<?<? n=r,„ 

auf 5 bi, 1n l UCkflUSS ' Dann *«n die Losung im Vakuum 

auf bi. 10 ml ean und fallt das Produkt durch Zugabe 
von 2 o ml Aether aus. Dieses wird auf eine 15 cm Lngen 
Kxeselsaule gegeben, worauf man mit 500 ml Chloroform/ 
30 Methanol (9:1) eluiert die Star^nn . ^ 

' Startzone aus der Saule nimmt 

und dxese mit 1 Liter Methanol und dann mit 1 Liter 

form/Methanol/Wasser (2:7-1) extrahi*^ n 

extrahiert. Das aus den Ex- 
trakten erhaitene Material wird durch praparative ^ 

schrcntchromatograpnie waiter gereinigt; Laufmittel Chloro- 
35 form/Methanol/Dimethylformamid/Ha.ser ( 1:2:1:1) . Die Ha 
zone wird nach dem Hera us kratren zweimal mit je 250 ml 
Methanol und zweimal mit -io ?t;n mi 

, % mit 3e 250 ml ^loroform/Methanol/ 

Wasser (2:7:1) extrahiprt c-^i • •. • » 

extrahiert. Schliesslich wird das Produkt 
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noch viermal umgefallt. Hierzu lost man es zunachst in 
moglichst wenig Methanol und fallt es dann durch lang- 
sames Zutropfen von 250 ml Chloroform aus. Man erhalt 30 mg 
l-( 5-Carboxypentyl ) -4-( 10 , 15 , 20-tri-4-pyr idyl-2 1H , 2 3H- 
5 porphin-5-yl )pyridinium bromid. 

c) Man lost 20 mg l-( 5-Carboxypentyl ) -4- ( 10 , 15 , 20-tri-4- 
pyridyl-2lH,2 3H-porphin-5-yl)pyridinium bromid in 50 ml 
Methanol/Wasser (9:1), gibt 3,5 g Methyl jodid dazu und lasst 

10 das Reaktionsgemisch bei Zimmertemperatur wahrend 6 Tagen 
im Dunkeln stehen. Dann wird das Losungsmittel mit dem iiber- 
schussigen Methyl jodid im Vakuum abgezogen und das Produkt 
durch Umf'allen gereinigt. Hierzu lost man es in moglichst 
wenig Methanol (etwa 5 ml) und fallt es durch langsames 

15 Zutropfen von 250 ml Chloroform wieder aus. Diese Reini- 
gungsprozedur wird insgesamt dreimal durchgefuhrt . Man 
erhalt 7 mg l-( 5-Carboxypentyl )-l ', 1" , 1" * -trimethyl-4 , 4 • , 
4» , 4"' -( 21H , 2 3H-porphin-5 ,10,15 , 20-tetr ayl ) tetrakispyridi- 
nium bromid trijodid. 



20 



UV: X it). 422 (224000), 519 (14300), 556 (6200), 584 
(6800), 640 ( 2000) nnu 



Beispiel 4 



25 



a) Man lost 15,2 ml Benzaldehyd und 7,51 g 4-Carboxy- 
benzaldehyd in 746 ml siedender Propionsaure, versetzt 
tropfenweise mit 13,9 ml Pyrrol, erhitzt anschliessend 
das erhaltene Gemisch wahrend etwa 30 Minuten unter Riick- 
30 fluss und lasst dann auf Zimmertemperatur abkiihlen. Das 
Porphinderivat wird durch Zugabe von 0,5 1 Wasser ausge- 
fallt- Das abfiltrierte Rohprodukt wird durch zweimalige 
Saulenchromatographie an 1,2 kg Kieselgel vorgereinigt , 
wobei jeweils nacheinander mit den folgenden Losungsmitteln 
35 eluiert wird: Chloroform/ Cyclohexan (1:1), Chlorof orm/Essig- 
ester (3:2) und (1:1), Essigester sowie Essigester, das 
2% Methanol enthalt. Zur weiteren Reinigung schlammt man das 
Produkt in wenig Methanol auf und filtriert es ab. Dieser 
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Prozess wird so lange wiederholt bis das Filtrat nur noch 
schwach gefarbt ist. Dann wird das so erhaltene Produkt 
an einer Kieselgelsaule mit Chloroform, Chlorof orm/Essig- 
ester (1:1) und Essigester als Elutionsmittel chroraato- 
5 graphiert. Man erhalt 1,7 g 4-( 10 , 15 , 20-Triphenyl-21H, 23H- 
porphin-5-yl )benzoesaurte als violette Kristalle. 

b) In Analogie zu den Angaben in Beispiel 1 b) erhalt man 
aus 200 mg 4-( 1 0 , 15 , 20-Triphenyl-21H, 2 3H-porphin-5-yl )benzo € 
10 saure 90 mg (33%) reines 4-[ 10 . 15 , 20-Tris ( 4-sulf.ophenyl )- 
21H,23H-porphin-5-yl]benzoesaure-tetranatriumsalz. 

UV: X (£), 413 (418000), 517 (13600), 554 (6900), 578 
(5900), 634 (3200) nm. 

15 

Beispiel 5 

a) Man lost 430 mg Tetr apyridylporphin in 150 ml Chloro- 
form/Methanol (9:1), versetzt mit 1.05 g 3-Brom-propion- 

20 saure und erhitzt das Gemisch unter Ruhr en 18 Stunden lang 
auf 60°C. Dann engt man die Losung im Vakuum auf etwa 10 ml 
ein und fallt das Produkt durch langsame Zugabe von 300 ml 
Aether aus. Das abfiltrierte Porphingemisch wird auf eine 
Kieselgelsaule (Lange 15 cm, Durchmesser 2 cm) gegeben, 

25 worauf man mit 500 ml Chlorof orm/Methanol (9:1) eluiert. 
Dabei bleibt das gewiinschte Produkt als violette Zone 
am Start zuriick. Diese Startzone wird aus der Saule ge- 
nommen und mit 2 1 Methanol, sowie mit 2 1 Chloroform/ 
Methanol/Dimethylformamid/Wasser (1:2:1:1) extrahiert. 

30 Die weitere Relnigung des Produktes erfolgt mittels pra- 
parativer Dickschichtchromatographie [Laufmittel: Chloro- 
form/Methanol/Dimethylformamid/Wasser (1:2:1:1)]. Die 
Hauptzone wird nach dem Herauskratzen viermal mit je 250 ml 
Chlorof orm/Methanol/Wasser (2:7:1) extrahiert. Schliesslich 

35 wird das Produkt noch viermal umgefallt, indem man es in 

moglichst wenig (^40 ml) Chlorof orm/Methanol/Wasser (2:7:1) 
lost und dann durch langsames Zutropfen von 300 ml Chloro- 
form wieder ausfallt. Man erhalt 42 mg reines l-( 2-Carboxy- 
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athyl)-4-( 10, 15 , 20-tri-4-pyr idyl-2 1H , 2 3H-porphin-5-yl ) - 
pyridiniuin bromid als violette Kristalle. 

b) Man lost 40 mg l-( 2-Carboxyathyl ) -4- ( 1 0 , 1 5 , 20-tri-4- 
5 pyridyl-21H, 23H-porphin-5-yl )-pyridinium bromid in 120 ml 
Chlorof orm/Methanol/Wasser (2:7:1), gibt 7,1 g Methyl jodid 
dazu und lasst das Reaktionsgemisch bei Zimmertemperatur 
wahrend 6 Tagen ira Dunkeln stehen. Dann wird das Volumen 
der Losung im Vakuura auf 20 ml eingeengt, und das Produkt 
10 durch langsame ;Zugabe von 20 ml Aether ausgef allt. Nach dem 
Abfiltrieren und Auswaschen des Produktes mit Aether wird 
dieses durch dreimaliges Umfallen gereinigt. Hierzu lost 
man es jeweils in 20 ml Methanol und fallt es durch lang- 
sames Zutropfen von 200 ml Aether wieder aus* Man erhalt 
15 18,5 mg reines 1- ( 2-Carboxyathyl ) -1 1 , 1" , 1" 1 -trimethyl-4 , 
4 1 , 4" , 4" 1 -( 21H, 23H-porphin-5 ,10,15 , 20-tetrayl ) tetrakis- 
pyridinium bromid tri jodid als violettes Pulver • 

UV: X (£), 422 (236000), 519 (14600), 554 (5700), 584 
20 (6200), 640 ( 1400) nm. 

Beisjiiel 6 

a) Man lost 619 mg Tetrapyridylporphin und 2,79 g Jod- 
25 essigsaure in 300 ml Chlorof orm/Methanol (9:1) auf und 
lasst dieses Gemisch 22 Stunden bei Zimmertemperatur im 
Dunkeln stehen, Dann wird die Losung im Vakuum auf etwa 20 ml 
eingeengt, und das Produkt durch langsames Zutropfen von 
400 ml Aether ausgefallt. Das abfiltrierte und gut rait 
30 Aether ausgewaschene Porphingemisch wird auf eine Kiesel- 
gelsaule (Lange 15 cm, Durchmesser 2 cm) gegeben, worauf 
man mit 500 ml Chlorof orm/Methanol (9:1) eluiert* Das ge- 
wiinschte Produkt bleibt dabei als violette Startzone zuriick. 
Diese wird aus der Saule genommen und mit Chlorof orm/Methanol/ 
35 Wasser ( 1:3,5:0,5) extrahiert. Die weitere Reinigung er- 
folgt mittels praparativer Dickschichtchromatographie 
(vgl. Beispiel 5), sowie durch Chromatographic an einer 
Kieselgelsaule [Lange 20 cm, Durchmesser 1 cm, Lauf mittel : 
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Chloroform/Methanol/Wasser (2:7:1)]. Schliesslich wird das 
Produkt noch insgesamt dreimal umgefallt, indent man es in 
etwa 30ml Chloroform/Methanol/Wasser (2:7:1) lost und dann 
durch langsames Zutropfen von 300 ml Aether wieder ausfallt. 
5 Man erhalt 68 mg l-( Carboxymethyl )-4-( 10 , 15 , 20-tr i-4-pyri- 
dyl-21H, 23H-porphin-5-yl Jpyridinium jodid als violettes 
Pulver . 

b) Man lost 68 mg 1- ( Carboxymethyl ) -4- ( 10 , 15 , 20-tri-4- 
10 pyridyl-2lH,23H-porphin-5-yl)pyridinium jodid in 350 ml 
Chloroform/Methanol/Wasser (2:7:1), gibt 14 g Methyl jodid 
dazu und lasst das Reaktionsgemisch bei Zimmertemperatur 
wahrend 6 Tagen im Dunkeln stehen. Dann wird im Vakuum 
auf etwa 40 ml eingeengt, mit 40 ml Methanol versetzt, 
15 und das Produkt durch langsame Zugabe von 35 0 ml Aether 
ausgefallt. Nach dem Abfiltrieren und Auswaschen des Pro- 
duktes mit Aether wird dieses durch dreimal iges Umf alien 
gereinigt. Hierzu lost man das Produkt jeweils in 40 ml 
Methanol und fallt es durch langsames Zutropfen von 300 ml 
20 Aether wieder aus . Man erhalt 36 mg 1~( Carboxymethyl ) - 

1 ■ , 1" , 1" ' -trimethyl-4 , 4 ' , 4" , 4" ' -( 2 1H, 2 3H-porphin-5 ,10,15, 
20-tetrayl ) tetrakispyr idinium tetrajodid. 

UV: X (*), 422 (210000), 519 (14100), 554 (6000), 584 
25 (6200), 640 (1600) nm. 

Beispiel 7 

Markierung von anti-CEA mit 6-[ 4-[ 10 , 15 , 20-Tris ( 4-sulf o- 

30 phenyl )-21H,23H-porphin-5-yl]phenyl]hexancarbonsaure tetra- 
natriumsalz. 

Die Kopplung des obenerwahnten Porphinder ivates an anti- 
CEA erfolgte wie unten beschrieben mit Hilfe des wasser- 
35 loslichen Carbodiimid-Derivates l-Cyclohexyl-3- ( 2-morpholin- 
athyl )-carbodiimid-methyl-p-toluol-sulf onat. 



Fur die Kopplungsr eaktion stellt man die folgenden 
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StamralSsungen her: 

1. 4 mg/ml Porphinderivat in Wasser bei pH 4,5; oliv- 
griine Losung. 

5 

2. 2,9 mg/ml anti-CEA vom Kaninchen (DAKO Code No. A 115, 
Lot 042 A) in 200 mM NaHC0 3 ; pH 8.6. 

Zu 3,2 mg l-Cyclohexyl-3- ( 2-morpholinoa thyl ) -carbo- 
10 diimid-methyl-p-toluolsulf onat gibt man 400 ]il der Stamm- 
losung 1 mit dem Porphinderivat und durchmischt kurz am 
Vortex* Nach 2 Minuten fiigt man 400 ul der anti-CEA-Stamm- 
losung 2 hinzu und durchmischt kurz am Vortex. Die Losung 
verfarbt sich dabei rot und weist einen pH von 8,2 auf. 
15 Dieser wird mit wenig 1 N NaOH auf 8,6 eingestellt. Dann 
lasst man das Reaktionsgemisch im Dunkeln 16 Stunden bei 
Zimmer temper a tur stehen. 

Zur Abtrennung des markierten anti-CEA' s wurden 500 ul 
20 des Reaktionsgemisches iiber eine Saule (Lange 30 cm, Durch- 
messer 9 mm) mit Acrylamid Gel (AcA-54 von LKB) chromato- 
graphiert (Eluiermittel : 15 0 mM Natriumchlorid, 10 mM 
Natriumphosphat, 0,02% Natriumazid, pH 7,0). Die Fraktionen 
mit dem hdchsten Gehalt an markiertem anti-CEA wurden ge- 
25 poolt - insgesamt 5 ml. In dieser Losung wurde UV-spektros- 
kopisch der Gehalt an anti-CEA (bei 278 nm) und an Por- 
phyrinderivat (bei 417 nm) bestiramt. Es wurden dabei fol- 
gende Konzentrationen erhalten: 

30 0,31 x 10" 6 M/l Porphinderivat 

und 0,73 x 10~ 6 M/l anti-CEA. 

Dies entspricht einem Markierungsgrad von 0,42. 

Beispiel 8 

35 

Durchfiihrung eines Fluoreszenzimmunoassays 



Quantitative Bestimmung von CEA-Standards mit einem 



- 15 - 



5127797 



monoklonalen CEA-Ant ikdrper und einem gebrauchlichen CEA- 
Antikorper ( Kaninchen ) : 

In die erf order liche Anzahl Testrohrchen (10 x 75 mm) 
5 werden je 0,250 ml CEA-Standardlosung (0 ng/ml CEA; 2,0 
ng/ml CEA; 5 ng/ml CEA; 10 ng/ml CEA und 2 0 ng/ml CEA in 
0,2 M/l Natriumacetat , pH 5 mit 4 g/1 Rinderserumalbumin ) 
pipettiert, je eine mit monoklonalem Maus anti-CEA sensi- 
bilisierte Polystyrolkugel (Durchmesser 6,5 mm) zugefiigt 
10 und bei 37°C wahrend 24 Stunden inkubiert. 

Anschliessend werden die Polystyrolkugeln dreimal mit 
je 2 bis 5 ml dest. Wasser gewaschen und dann in Test- 
rohrchen transf eriert , die je 0,250 ml Pufferlosung mit 
—8 

15 2 x 10 M/l Kaninchen anti-CEA enthalten, das mit Por- 
phyrinderivat markiert ist ( Markierungsgr ad 0,42). Nach 
einer 24-stiindigen Inkubation bei 37°C werden die Kugeln 
wieder dreimal mit je 2 bis 5 ml dest. Wasser gewaschen 
und anschliessend in Testrohrchen mit je 2 ml Schwef elsaure 

20 (0,09 N) transf eriert . Nach 30 Minuten pipettiert man die 
Schwef elsaure-Losung in Messkiivetten und misst den Gehalt 
an Porphinderivat (bzw. anti-CEA) f luoreszenz-spektros- 
kopisch ( Anregungswellenlange 433 nm; Emissionswellenlange 
670 nm). 

25 

In Tabelle I sind die Werte einer CEA-Bestimmung auf- 
gefiihrt, die mit einer Reihe von CEA-Standards von ROCHE 
erhalten wurden. 

30 



35 
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Tabelle I: Fluoreszenzspektroskopische Bestimmung von 

CEA-Standards 



5 


i 

Konzentration an CEA 
(ROCHE Standard Ldsungen) 


<t-i "T 1 . _ w> — #9 »n T T n "f* O n ^ T ^ 3 ^™ 

Rel «, FIuoreszenzini:eubXLdL 




0 ng/ml CEA 


0,275 




2 ng/ml CEA 


0,750 


10 


5 ng/ml CEA 


! 1,325 




10 ng/ml CEA 


2,400 




20 ng/ml CEA 


3,400 



In Figur I wird die relative Fluoreszenzintensitat 
gegen die Konzentr ationen an CEA in ng/ml aufgetragen. 



Beispiel 9 

20 Mit dem gleichen Vorgehen wie in Beispiel 8 wurde 

eine normale humane Serumprobe analysiert, wobei ein CEA 
Gehalt von 1 ng/ml gefunden wurde. 

25 



30 



35 



/ 



0127797 



Patent an spriiche 

1. Porphyrinderivate der allgemeinen Formel 

R 1 

5 I 

S \ f \ / \ 

10 1 1 

R X 

worin entweder R 1 die Gruppe -( ">4sO-H und R 2 

die Gruppe -* / ^.-codh » _ 

^ \ / :< - OOH ' — •( ^._a-COOH Oder 

~'\ = ./'-°~ A ~ C00H ' oder R 1 die Gruppe - = ")n-R 3 x" 

und R 2 die Gruppe - .(' = ^-A-COOKX" bedeuten, wobei 



15 



20 



X ein Halogenion, ein Arylsulf onation , ein Alkyl- 
sulfonation oder ein Alkylsulf ation , A (c, 8 )-Alkylen 
und R (C 1 . 4 )-Alkyl bedeuten, 
und Sulfonsauresalze von Verbindungen der Formel I, worin 

R 1 die Gruppe -.('"X-SO-H bedeutet. 

25 • = • 

2. 4 -tl0^S,20-Tris(4-sulfo P henyl)-21H,23H-porphin-5- 
yl Jbenzoesaure. 

9n ,, J' u : tl0 ' 15 -' 20 - Tris(4 - sulfo P h -y 1 »- 2 ".23H-p Or p hin _ 5 . 

30 yl Jphenoxy]essigsaure. 

4. 6 -C4-[10 f 15 f 20-Tris(4-sulfophenyl}-2lH,23H- 
porphin-5-yl ] p henyl ]hexancarbonsaure . 

35 5. l-(Carboxymethyl)-l' f i- # iH.. tril||ethyl _ 4 ^ 1 4 „ 4 , i( 

(^iH^SH-porph.n-S^ClS^O-tetrayDtetrakispyridiniurl tetra- 
jodid. 



2 ' 0127797 

6. l-( 2-Carboxyathyl ,1" ,1" ' -trimet hyl-4 , 4 • ,4" ,4" 
( 21H,23H-porphin-5 , 10 , 15 ,20-tetrayl ) tetrakispyr idinium 
bromid trijodid. 

7. l-(5-Carboxypentyl)-l' ,1" ,1" ' -trimethyl-4 , 4 1 ,4" ,4" 
(21H,23H-porphin-5 , 10 , 15 ,20-tetrayl ) tetrakispyr idinium bromid 
trijodid. 



8. Verbindungen der allgemeinen Formel 

10 S\ 

I li 

t 

i ii 

20 4 

worin R die Gruppe -C00H , -A-COOH oder -0-A-COOH 

und A (Cj^g ) -Alkylen bedeuten. 

9* Verbindungen der allgemeinen Formel 

25 ^N N 

• • 

i ii 

I 

< >< K um >- A - C00H 

www 

• • • 



35 



I ll 



worin X ein Halogenion, ein Arylsulfonation , ein 
Alkylsulfonation oder ein Alkylsulf ation und A 
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( C^g ) -Alkylen bedeuten. 

•10, Verbindungen der allgemeinen Formel I als 
Marker in Fluoreszenz-Immuno-Assays . 

11. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen gemass 
einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet , dass 
man 



1 0 a) eine Verbindung der allgemeinen Formel 

I II 

I 

/ \ S \ / \ 

<-'>> k *<-<-■)■-*< " 

I 

20 I l| 

>/ 

4 

worin R die Gruppe -COOH , -A-C00H oder -0-A-COOH 
und A (C 1 _ 8 )-Alkylen bedeuten, 
mit einem die Gruppe -SO^B liefernden Mittel umsetzt, oder 

25 

b) eine Verbindung der allgemeinen Formel 

• • 

I II 

. - X/* 

30 i 

^ _ \ /""\ ) n ~a-cooh hi 



35 j 

I II 



4- 
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worin A {C^ g)-Alkylen und X~ ein Halogenion , ein 
Arylsulf onation , ein Alkylsulf onation oder ein Alkyl- 
sulfation bedeuten , 
mit einem einen ( ) -Alkylres t liefernden Mittel be- 
5 handelt und erwiinschtenf alls 

c) eine nach Verfahren a) erhaltene Verbindung in ein 
Sulfonsauresalz iiberfiihrt. 

-I0 12. Verwendung der Verbindungen der allgemeinen 

Formel I als Marker in Fluoreszenz-Immuno-Assays. 

13. Verwendung der Verbindungen der allgemeinen 
Formel I als Marker in Fluoreszenz-Immuno-Assays mit zeit- 

^5 aufgeloster Fluoreszenzmessung. 

14. Verwendung der Verbindungen gemass allgemeiner 
Formel I nach Patentanspruch 12 oder 13 zur Bestimmung 
von CEA. 

20 

*** 



25 



30 



35 
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Figur j 
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